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第 1 章 序論 
 
1.1 はじめに 
 
1.1.1 がんの現状 
 
 現在、日本においては一生のうち 2 人に 1 人はがんに罹患する時代であり、
死因のトップとなっている（図 1-1）。この傾向は今後も増え続ける見込みであ
り、対策として診断の技術向上含め先進的な治療法の確立が喫緊の課題である。
一般的に、がんの標準治療は外科療法、化学療法、放射線療法の三本の柱で支え
られている。その中でも放射線療法は、身体へのダメージなど侵襲性の高い傾向
にある外科療法や化学療法と比べ、クオリティ・オブ・ライフ（QOL）が高い治
療法として期待されており、放射線治療患者数も年々増加している。 
 
 
 
図 1-1 主な死因別にみた死亡率の年次推移 
（出典：厚生労働省平成 25 年人口動態統計月報念年計（概数）の概略 
http://www.mhlw.go.jp/toukei/saikin/hw/jinkou/geppo/nengai13/） 
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1.1.2 放射線治療 
 
細胞に放射線が照射されたとき、細胞内では DNA の損傷が形成され、その損
傷が重篤な場合は細胞死が誘導される。放射線療法はその作用を利用して、がん
組織を縮小させる。一方で、放射線の外部照射により正常細胞も同時に照射され
る。放射線被ばく問題を解決するため、これまで様々な見地からアプローチが進
められてきた。一つ目に、がん細胞と正常細胞の放射線に対する感受性の違いを
利用した方法が挙げられる。一般的に、正常細胞はがん細胞に比べ細胞分裂の頻
度が低いことから放射線に対する感受性が低いことが知られている。そこで放
射線治療では、その耐容線量の差を利用して、正常組織において障害をほとんど
起こさない範囲の線量をがん組織に与えることでがん特異的な障害を狙う。二
つ目に、正常細胞の方ががん細胞よりも損傷回復能が高いことから、分割照射に
よる亜致死損傷（sub-lethal damage： SLD）からの回復（SLD 回復）を利用
した方法が挙げられる。SLD 回復とは、同一線量を照射する場合、放射線を分
割して照射し、照射間で適当な時間を空けることで、その間で損傷が回復され生
存率が向上する現象である。これにより正常組織に対する被ばくのダメージを
幾分か抑えることができる。三つ目に、がん患部局所的に線量を集中させる物理
的なアプローチが挙げられる。近年のコンピュータ計算技術の発展により、正常
組織に対する被ばく影響の低減を最適化する強度変調放射線治療（Intensity 
Modulated Radiation Therapy：IMRT）などが開発された 1。以上、生物学的・
物理学的なアプローチにより放射線治療は目覚ましい発展を遂げてきた。 
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1.1.3 放射線抵抗性がん 
 
正常組織への副作用を可能な限り抑えるよう進歩してきた放射線治療技術で
あるが、放射線に対して抵抗性を示すがんも存在し、治療を困難にしている。放
射線抵抗性を示す因子としては、細胞周期、遺伝的因子、低酸素環境など様々な
ものが考えられる。特にがん細胞は遺伝的な異常を有していることが多く、その
中でもがん抑制遺伝子である p53 遺伝子は最も高頻度に異常が見られる 2,3。こ
の p53 遺伝子は細胞周期の停止やアポトーシスの誘導制御などで重要な機能を
有しており、p53 遺伝子の欠損や異常を持つがん細胞は一般的に放射線感受性
が低い 4。がん細胞の半数以上はこの遺伝子に異常があるため、放射線抵抗性が
んに対する効率的な治療法の開発は重要な課題である。 
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1.2 放射線増感研究 5 
 
 放射線増感剤は放射線の感受性を高める薬剤であり、がん治療効果向上に期
待されている。増感剤を併用することで照射線量を抑えられることにもつなが
るため、これまで多くの基礎研究ならびに増感剤の開発が行われてきた。 
 
1.2.1 放射線増感剤の臨床応用 
 
1.2.1.1 ハロゲン化ピリミジン類 
 
 ハロゲン化ピリミジン類の一種である BrdU（bromodeoxyuridine）は、放射
線増感剤として初めて注目され臨床でも用いられた。BrdU は DNA の構成物質
の一つであるチミジン（thymidine）と化学構造が似ており、DNA に取り込ま
れる。BrdU を取り込んだ細胞が放射線照射されると、DNA の初期損傷が増大
され生存率が下がることが報告されている 6,7。これらの効果は培養細胞による
実験レベルでは実証され、大きな成果が得られてきた。そこで、BrdU を用いた
治療は脳腫瘍に対して臨床応用された。特に、BrdU が DNA に取り込まれやす
くするため 5-FU や MTX などの代謝拮抗剤（antimetabolite）とともに併用す
る治療法は、BAR（BrdU+Antimetabolite+Radiation）療法と呼ばれた 8。しか
し、手技の複雑さや長期的な治療成績の問題などから現在ではほとんど用いら
れていない。 
 
1.2.1.2 低酸素細胞増感剤 
 
 腫瘍組織の一部は低酸素環境にあり、放射線抵抗性の原因の一つともなって
いる。低酸素細胞増感剤は、このような低酸素下の細胞に対し、放射線の効果を
増感させることを目的に開発が進められている。作用機序は、放射線によって生
じる生体高分子のラジカルを酸素と同様に固定させることで増感が起こると考
えられている。低酸素細胞増感剤のスクリーニングを経て 2-ニトロイミダゾー
ル誘導体のミソニダゾールが注目されるようになった。この薬剤は細胞実験や
動物実験において有意な結果が得られたが、実際の臨床試験では咽頭がんにお
いてのみ有意性が認められた他は、ほとんど有用性を示すことができなかった。
これは、ミソニダゾールの副作用である神経毒性による投与量の制限が一因で
あると考えられている。それ以降毒性が低い、またはミソニダゾール以上の増感
効果を示す薬剤の開発が促され、2-ニトロイミダゾールの側鎖を変えたエタニダ
ゾールが開発された。エタニダゾールはミソニダゾールに比べ、脳への移行が抑
5 
 
制されることで投与量が大幅に上がった。しかし、この薬剤も多くの場合で有用
性が認められず、現状臨床において使用されているのは、デンマークで咽頭・喉
頭がんに対して用いられるニモラゾールのみである 9。ニモラゾールは比較的増
感効果も小さいことから、低酸素細胞増感剤の有効性は限定的であると考えら
れている。 
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1.2.2 放射線増感のターゲット分子 
 
前述の薬剤の他にも、放射線増感剤の基礎研究はこれまでに多く行われてき
た。その一つが、放射線照射後の DNA 損傷応答機構の阻害をターゲットにした
放射線増感である。 
 
1.2.2.1 ATM/ATR 
 
 細胞は放射線照射され DNA 損傷が生じると、細胞内でシグナルを伝達する損
傷応答が引き起こされる。最初に DNA 損傷はセンサー（sensor）によって感知
され、トランスデューサー（transducer）が伝達し、エフェクター（effector）
に作用して、修復や細胞周期などにおいて反応が起こる。この DNA 損傷のシグ
ナル伝達において、上流で中心的な働きをするものに ATM（ ataxia 
telangiectasia mutated）と ATR（ATM and Rad3-related）遺伝子がある。ATM
は、毛細血管拡張性運動失調症（ataxia telangiectasia）というヒトの遺伝病の
原因遺伝子であり、この遺伝子に変異があると放射線感受性が高くなることが
知られている。ATR は、ATM と構造や機能が似ており、DNA 損傷に対して ATM
と相補的に働く。これらの蛋白質は PI3K（Phosphatidylinositol 3-kinase：PI3
キナーゼ（リン酸化酵素））と構造が似ており、PIKK（Phosphatidylinositol 3-
kinase-related kinase：PI3K 関連蛋白質キナーゼ）ファミリーに分類される。
これまでにも ATM 10 や ATR 11,12 を阻害する薬剤が開発されており、臨床応用
も期待される。 
 
1.2.2.2 DNA-PK 
 
 DNA 修復は、DNA 損傷応答の重要な因子の一つである。特に DNA 損傷の中
でも DNA 二本鎖切断（double strand break：DSB）は、細胞に深刻な影響を
与えることから、がん細胞に対する放射線増感においても重要なターゲットで
ある。DNA DSB（以降 DSB）は主に二つの経路、相同組み換え（homologous 
recombination：HR）と非相同末端結合（non-homologous end joining：NHEJ）
で修復される。DSB が生じた箇所において、HR は損傷を受けていない相同染
色体 DNA と交差することで、NHEJ は DNA の切断末端を直接つなぎ合わせる
ことで起こる修復機構である。これらのことから、HR による修復は姉妹染色分
体を必要とするため、DNA が複製された後の S 期から G2 期にかけて起こる細
胞周期依存的な修復に対し、NHEJ は細胞周期非依存的に起こる修復である。
通常の放射線照射による損傷修復の多くは NHEJ によって修復される 13,14。
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DNA 依存性タンパク質キナーゼ（DNA-dependent protein kinase：DNA-PK）
は、DNA 依存性タンパク質キナーゼ触媒サブユニット（DNA-dependent 
protein kinase catalytic subunit：DNA-PKcs）と DNA 結合性 Ku ヘテロ 2 量
体（Ku70, Ku80）から構成される NHEJ 経路の上流で働く重要な酵素群であ
る。最近では、DNA-PKcs ががん細胞の転移など悪性度にも関わっていること
が報告されており 15,16、分子標的としても注目されている。これまでにも DNA-
PK を阻害する薬剤は数多く開発されており、放射線増感剤としての基礎研究の
報告も多い 17,18。一方で DNA-PK 阻害剤の多くは、正常組織に対する毒性など
の観点から臨床試験で用いられている例は少ない。現状、DNA-PK とともに
mTOR（mammalian target of rapamycin）も阻害する CC-115 19 は臨床試験
PhaseⅠの段階である（2017 年 2 月時点）。 
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1.2.3 DNA-PK 抑制による放射線増感 
 
 1.2.2.2 で述べたように DNA-PK は DSB 修復において重要な役割を果たして
おり、その阻害剤は放射線増感剤として期待されている。しかし、正常組織に対
する毒性が臨床応用への障害となっている。最近 A. Gustafsson らにより、DNA-
PK の抑制が DSB 修復に依存しない放射線増感を引き起こすことを示唆する興
味深い知見が報告された 20。通常、阻害剤などで DNA-PK の働きが抑制される
と DSB 修復の NHEJ 経路が阻害され、細胞内で DSB が修復されなくなり放射
線増感が引き起こされると考えられていた。一方で上記の報告では、DNA-PK
の抑制に RNA 干渉（特定の遺伝子の発現を抑制する技術）が用いられた。そこ
で人工的な RNA として siRNA を用いて DNA-PKcs の発現レベルを抑制した
ところ、DSB の修復阻害は起こらずに放射線増感が観測された。RNA 干渉によ
る遺伝子の転写量を減少させる手法（ノックダウン）は、遺伝子を完全に欠損さ
せる手法（ノックアウト）とは異なり、細胞内での遺伝子の発現が幾分か残る。
そのため、DNA-PKcs がノックダウンされた細胞では、DNA 損傷後も DNA-
PKcs が少ないながらも損傷箇所に集積し、通常通りの修復が行われることが示
唆されている（図 1-2）。これらのことから、DNA-PK が DNA 修復阻害とは異
なる経路による細胞死誘導機構に関与していることが考えられるが、その詳細
については明らかになっていない。 
 
 
 
図 1-2 DNA-PKcs 遺伝子抑制された細胞の放射線応答モデル 
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1.3 重粒子線治療 
 
 近年、放射線抵抗性のがんの認識とともに、放射線治療技術の向上も目覚まし
い。特に重粒子線治療は、治療成績も顕著であり今後の標準治療として期待され
る。 
 
1.3.1 粒子線治療 5 
 
 放射線治療において最も重要な要素の一つは、正常組織に対する被ばく影響
を低減させることである。従来用いられてきた X 線や γ 線などは、特徴として
体内に入射された際、体表面近傍で線量が最大となり、深部まで進むに従い線量
が減少する。つまり深部にあるがん組織に対する治療では、皮膚表面への影響が
大きくなり、副作用として皮膚障害などが起こる。このような光子線に対し、粒
子線が注目されるようになった 21。粒子線は電子、陽子、中性子、重荷電粒子な
ど粒子によるビームのことである。このうち、陽子線や重荷電粒子線が持つ物理
的特徴にユニークな線量分布付与がある。荷電粒子は物質中を透過する際、停止
する直前で大きな電離作用を受けるとともに大きなエネルギー付与が起こる。
この現象はブラッグピーク（Bragg peak）と呼ばれ、体内の深部にあるがん組
織特異的に線量を集中させることができる。 
 粒子線を利用したがん治療は、粒子線の持つ優れた線量分布の特徴を生かし、
古くは 1946 年にロバート・ウィルソン博士によって提唱された。1950 年代に
入り、ローレンス・バークレー研究所（アメリカ）やウプサラ研究所（スウェー
デン）で陽子線の臨床研究が開始され、1961 年には、ハーバード・サイクロト
ロン研究所とマサチューセッツ総合病院が共同で陽子線治療を開始した。一方
で、重粒子線の治療については、1970 年代にローレンス・バークレー研究所で
ネオン線を用いた臨床研究が開始された。国内では、陽子線については 1979 年
に放射線医学総合研究所（放医研）の HIMAC（Heavy Ion Medical Accelerator 
in Chiba）（図 1-3）、1983 年に筑波大学陽子線医学利用研究センターにおいて
臨床研究が開始された。また、重粒子線については 1994 年に放医研で開始され
た。現在では、粒子線治療施設は国内に陽子線治療施設が 11 ヵ所と重粒子線治
療施設が 5 ヵ所の合計 15 ヵ所ある（兵庫県立粒子線医療センターは両施設を有
している）。治療成績においても重粒子線治療では、2013 年 3 月時点で 8,000 人
以上が放医研で治療されており、日本が世界をリードしている 22。今後世界的に
も多くの建設が予定されており、神奈川県立がんセンター（i-ROCK）で開始さ
れた重粒子線治療では、最新の照射技術が導入されるなど普及、発展ともに目覚
ましい進歩を遂げている。 
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図 1-3 重粒子線加速器 HIMAC 
（出典：国立研究開発法人 量子科学技術研究開発機構） 
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1.3.2 重粒子線の特徴と生物影響 
 
 1.3.1 で述べたように、陽子線や重粒子線などの粒子線はブラッグピークとい
う線量分布を付与する特徴がある。重粒子線はさらに、飛程の単位距離あたりの
エネルギー付与率を表す線エネルギー付与（linear energy transfer：LET）が
大きいという特徴がある。一般的に標準的な放射線である X 線や γ 線に加え、
陽子線などは低 LET 放射線に分類され、α 線や炭素線などの重粒子線は高 LET
放射線に分類される。LET の高さから重粒子線は図 1-4 のように密な領域に大
きなエネルギーを与え、細胞の DNA に対して一本鎖切断や二本鎖切断をはじめ
様々な種類の損傷を有する複雑な DNA 損傷（またはクラスターDNA 損傷）を
形成する 23,24。このような損傷は修復が困難であり、がん細胞に対して致死的な
損傷を与える。様々な LET に対する生物効果は、指標である生物学的効果比
（relative biological effectiveness：RBE）で表される。RBE は基準放射線とし
て X 線や γ 線の生物効果に対する相対値として以下の式 1.1 で表される。 
 
 = ある効果を得るのに必要な基準放射線の吸収線量
同じ効果を得るのに必要な試験放射線の吸収線量
 (1.1) 
 
これまでにも LET に対する RBE 評価に関する研究は数多くの蓄積がある
22,25,26。生存率における RBE については、LET の増加とともに高くなり、LET
が約 100～200 keV/µm の領域でピークを迎える 26。 
 重粒子線などの高 LET 放射線治療のアドバンテージとして、もう一つに酸素
の有無に対する依存性が少ないことが挙げられる 27,28。細胞は酸素の存在する
状態と酸素が少ない低酸素状態とで、放射線に対する感受性は大きく異なるこ
とが知られている。この現象は酸素効果と呼ばれ、指標として酸素増感比
（oxygen enhancement ratio：OER）が用いられる。OER はある生物効果を引
き起こす放射線の線量の相対比により以下の式 1.2 で表される。 
 
 = 無酸素下である効果を得るのに必要な線量
酸素存在下で同じ効果を得るのに必要な線量
 (1.2) 
 
一般的に低 LET 放射線の場合、細胞致死に対する OER は 2 以上となり、LET
が高くなるに従って 1 に近づく 28。特にがん組織の一部は低酸素環境下に存在
することから通常は放射線抵抗性を示すが、重粒子線は高い殺傷効果を示す。 
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図 1-4 低 LET、高 LET 放射線による DNA 損傷 
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1.3.3 重粒子線による損傷応答 
 
 重粒子線をはじめとする高 LET 放射線は、低 LET 放射線と比べて生物影響
が異なることが知られている。最近では、分子生物学的な見地から研究が進むに
つれ、高 LET 放射線によって形成された複雑な DNA 損傷に起因する DNA 損
傷応答が、低 LET 放射線によるそれとは異なる様相であることが示唆されるよ
うになった。特に DSB 修復において相同組み換え（HR）と非相同末端結合
（NHEJ）のうちどちらを選択して修復されるかの議論が盛んになってきている
14,24,29,30。R. Okayasuらは、ハムスターやヒトの細胞において高LET放射線が、
低 LET 放射線と比べ NHEJ 経路による修復を遅らせ抑制していることを報告
し 31、X. Yu らは、高 LET 放射線によって Ku タンパク質の機能が抑制される
ことを報告した 32。これらのことは、高 LET 放射線照射後の DSB 修復につい
て、一部で NHEJ 経路による修復が抑制されることを示唆しており、この原因
として上流にある Ku タンパク質をはじめとした DNA-PK タンパク質複合体の
機能低下の関与が考えられる。一方で、A. Takahashi らは、NHEJ 関連遺伝子
（LigaseⅣ）や HR 関連遺伝子（Rad54）を欠損（ノックアウト）させたマウス
細胞を用いて、様々な LET を持つ放射線に対する感受性を調べた 33。そこで低
LET 領域の放射線照射された細胞では、従来の報告同様 NHEJ をメインの経路
として修復が行われていたが、高 LET 放射線照射された細胞においてもなお
NHEJ 経路が優位に働いていることが示された。これらのことから高 LET 放射
線は低 LET 放射線に比べ、NHEJ の経路を抑えるが、依然として NHEJ がメ
インの修復経路であると考えられる。 
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1.4 本研究の目的 
 
 放射線治療において、正常組織への放射線被ばくや放射線抵抗性がんを克服
することは重要な課題である。これらを解決する戦略として、放射線増感剤の利
用が挙げられるが、増感効果を得ることと引き換えに副作用が甚大であること
も多く、臨床で用いられる増感剤はほとんどないのが現状である。一方で、1.2.3
で述べたように DNA-PKcs はメインの DSB 修復経路である NHEJ に関わる重
要な遺伝子の一つであるが、この遺伝子の一部抑制（ノックダウン）と放射線照
射の併用は DSB 修復に依存しない放射線増感を引き起こすことが示唆され、副
作用の少ない臨床応用への発展が期待される。しかし、ノックダウンに用いる核
酸（siRNA）などは化学的に不安定であり体内では容易に分解されてしまう。 
そこで、我々は化学的に安定な薬剤として低分子化合物の DNA-PK 阻害剤に
着目した。DNA-PKcs の働きを部分的に抑制する方法として、DNA-PK 阻害剤
をこれまで報告されている濃度よりもさらに“低濃度”で用いることで、ノック
ダウンと同じような作用機序による放射線増感効果が得られるという仮説を立
てた。これまで様々な増感剤をはじめ DNA-PK 阻害剤についても、基礎研究と
しては多くの報告があるが、濃度に関する検討は行われてこなかった。特に増感
剤を低濃度領域で用いることによる放射線併用効果についてはほとんど知られ
ていない。本研究では上記の知見をもとに、“低濃度 DNA-PK 阻害剤による放
射線増感効果”を詳細に調べることを目的として、次の課題を設定した。 
 
1. 低濃度 DNA-PK 阻害剤と放射線の併用効果と DSB 修復に対する影響の
解析（第 3 章） 
 
2. DSB 修復に依存しない増感機構と細胞致死の詳細解析（第 4 章） 
 
さらに上記の課題に加え、重粒子線は線量をがん組織に集中させることがで
きることから、正常組織への副作用の低減を最大化できる可能性がある。一方で、
1.3.3 で述べたように高 LET 放射線照射された細胞では、DNA 修復に関わらず
DNA-PK の機能が抑えられていると考えられる。また DNA-PK 阻害剤と重粒
子線との併用効果についての報告も少ない。そこで、次の課題も検討する。 
 
3. 低濃度 DNA-PK 阻害剤と重粒子線の併用効果の評価（第 5 章） 
 
 以上の課題を検証することで、副作用の少ない放射線治療法開発への貢献や
DNA-PK の新しい機能の解明につながると期待する。 
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第 2 章 実験の材料と方法 
 
2.1 細胞培養 
 
 ヒト肺がん細胞（Non-Small Cell Lung Cancer：NSCLC）A549、H1299 細
胞はそれぞれ理研 BRC（Tsukuba, JAPAN）、American Type Culture Collection
（Manassas, VA, USA）から購入した。正常な p53 遺伝子を導入した H1299 細
胞（p53 野生型）は大西武雄博士より提供を受けた。A549、H1299 細胞はそれ
ぞれ 10%（v/v）のウシ胎児血清（Fetal Bovine Serum：FBS）を混合した MEMα
（Minimum Essential Medium Eagle Alpha Modifications）、RPMI-1640
（Roswell Park Memorial Institute 1640）培地を用いて培養した。ヒト胎児肺
由来正常線維芽細胞 HFL1 細胞は、理研 BRC から購入した。HFL1 細胞は 15%
（v/v）の FBS を混合した MEMα 培地を用いて培養した。細胞は 37℃、5% CO2
濃度環境下で培養した。実験には対数増殖期の細胞を用いた。 
 
2.2 放射線照射と薬剤処理 
 
 放射線照射は量子科学技術研究開発機構・放射線医学総合研究所（放医研）で
行った。X 線照射は、X 線発生装置 TITAN-320（島津メクテム株式会社）を用
いて行った。照射条件は、管電圧 200 kV、管電流 20 mA、0.5 mm アルミニウ
ム／0.5 mm 銅フィルターを用いて線量率は約 1 Gy／分で照射した。炭素線照
射は、放医研の Heavy Ion Medical Accelerator in Chiba（HIMAC）で行った。
炭素イオンは 290 MeV/n で加速され、LET は 50 keV/µm（monoenergetic ビ
ーム）で照射した。以降、本研究で表す細胞に照射した線量はマクロドジメトリ
ーとしての吸収線量で表している。吸収線量は、X 線では線量計で得られた線量
率の情報から計算し、炭素線では事前の粒子のエネルギーやフルエンスの情報
から計算して評価した。 
特異性の高い DNA-PK 阻害剤 NU7441 は Cayman Chemical（Ann Anbor, 
ML, USA）から購入した。NU7441 は DMSO に 2 mM の濃度で溶かし、‐20℃
のフリーザーに分注ストックした。薬剤処理は、放射線照射の 1 時間前に
NU7441 を培地に混合し、照射後は各実験を行うまでの間、NU7441 存在下で
インキュベーター内に保存した。対照群（Control）については、DMSO を用い
て行った。 
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2.3 細胞生存率（毒性）試験 
 
細胞生存率（または毒性）の評価は、コロニー形成試験または細胞増殖試験を
用いて行った。 
 
2.3.1 コロニー形成試験 
 
2.3.1.1 原理 
 
 放射線により強い障害を持った細胞は、分裂することなく致死にいたる間期
死と、分裂を繰り返す途中で分裂を止めてしまう増殖死（または分裂死）のいず
れかにより細胞死が誘導される。細胞死の評価には様々な方法があるが、特に放
射線の細胞死は、増殖死がよく観察されるため一般的にコロニー形成法が用い
られる 34。コロニー形成法は細胞の増殖能力を指標として細胞生存率を定量評
価する方法である。ある刺激が与えられ単離された細胞をシャーレ上に培養し、
しばらくの期間を経て増殖が繰り返されると細胞群（コロニー）が形成される。
そこである一定の細胞数以上からなるコロニーをその後も増殖し得るコロニー
としてカウントする。これにより単離された細胞一つ一つの生死が判断できる。
コロニー形成法は、放射線生物学において細胞生存率を解析するゴールドスタ
ンダードとなっている。 
 
2.3.1.2 実験手法 
 
 培養フラスコやディッシュに接着している細胞に対し、放射線照射や薬剤
（NU7441）処理した細胞をトリプシン処理により剥がした後、A549 と H1299
細胞は 6 cm ディッシュに、HFL1 細胞は 10 cm ディッシュに播種した。NU7441
処理する細胞については、トリプシン処理段階の短い時間以外、常に薬剤に暴露
している状態にする。播種する細胞数は事前の検討実験などから、最終的なコロ
ニー数がおよそ 50～100 個くらいになるようにデザインした。ディッシュはイ
ンキュベーターにて約 10 日～14 日間（培養期間は HFL1＞A549＞H1299）培
養してコロニーを形成させた（図 2-1）。コロニー形成後、PBS で細胞表面を洗
浄し、100%エタノールでコロニーを固定し、0.2%クリスタルバイオレットで染
色した。50 個以上の細胞で形成されるコロニーを生存能力があるコロニーとし
てカウントし、以下の式 2.1、2.2 によりコロニー形成率（plating efficiency：
PE）と細胞生存率（survival fraction：SF）を求めた。 
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 = カウントされたコロニー数
播種した細胞数
 (2.1) 
 
 =  (照射条件における ) (未照射条件における ) (2.2) 
 
2.3.1.3 細胞生存率曲線（LQ モデル） 
 
 放射線による細胞の生存率曲線を表すモデルとして、直線 2 次曲線モデル
（linear quadratic model：LQ モデル）を採用した。LQ モデルによる生存率曲
線は以下の式 2.3 で示される。 
 
 =  (− − ) (2.3) 
 
ここで、SF：細胞生存率、D：線量（Gy）、α：D の係数、β：D2の係数とした。
放射線のターゲットの DNA が二本鎖構造を持つことから、細胞死が放射線によ
り 1 ヒットで起こる項と 2 ヒットで起こる項として、係数 α、β がそれぞれに対
応している。このモデルはチャイニーズハムスター細胞の生存率曲線にも適し
ており 35、現在では細胞生存率曲線を示す際に最もよく用いられるモデルであ
る。 
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2.3.2 細胞増殖試験 
 
2.3.2.1 原理 
 
 細胞は通常細胞分裂を繰り返し増殖する。そこで、経時的に細胞数を計測する
ことで、放射線照射や薬剤処理された細胞の増殖過程をダイナミックに観測で
きる。2.3.1 のコロニー形成試験は、最終的な増殖結果としての生存率しか確認
できないが、細胞増殖試験と組み合わせることで、どの時点でどのように増殖抑
制が引き起こされたかなどの詳細を理解できる。 
 
2.3.2.2 実験手法 
 
 放射線照射前に 6 ウェルプレートまたは 10 cm ディッシュに A549、H1299
細胞をそれぞれ約 10,000 個ずつ播種した。十分細胞が接着された後、照射 1 時
間前に DMSO（Control）または NU7441 処理（0.3 µM）を行い、放射線照射
を行った。照射された細胞はインキュベーターに戻し 1 日（24 時間）ごとに最
長 4 日後までの 0, 1, 2, 3, 4 日後に細胞数をカウントした（図 2-1）。細胞数のカ
ウントは Coulter Counter（コールター・カウンター）を用いて行った。照射さ
れた細胞は、PBS で細胞表面を洗浄後、トリプシン処理で剥がし、ピペッティ
ングによりよく細胞を単離してからカウンターで細胞数を測定した。横軸に照
射後の時間をとり、各時間における細胞数を照射直後（0 日）の細胞数で規格化
した相対的細胞数（relative cell number：RCN）を縦軸にとって、増殖曲線を
作成した。照射した線量として X 線、炭素線ともに 4 Gy を用いた。 
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2.4 フローサイトメトリー解析 
 
2.4.1 フローサイトメトリー 
 
 フローサイトメトリーは、ある粒子の情報を光学的にしかも高速に分析する
手法である。用いられる装置のフローサイトメーターは、様々な原理手法が組み
合わされて開発された。1940 年から 50 年代にかけて Wallace Coulter が発表
したコールター原理によって細胞の計測が自動化され、1965 年には Marck 
Fulwyler によってセルソーティングが開発され、1969 年にはロスアラモス研
究所の Van Dilla らによって、レーザー光源が搭載されたフローサイトメーター
が実用化の第一歩として開発された。長所短所はあるものの、これまで細胞を一
つ一つ顕微鏡で観察していたものが、フローサイトメトリーの導入により短時
間のうちに高精度で多くの細胞のデータを取得できる時代となった。 
 フローサイトメーターは細胞などの粒子 1 個ずつの性質を測定するため、流
体力学に基づき単一粒子が一列に並んで流れるフローシステムが設計されてい
る。流れている粒子に対し、レーザーが照射されて出てきた蛍光や散乱光の強さ
を検出器で測定できる。散乱光について、レーザービームと同方向には細胞の大
きさを反映する前方散乱光（forward scatter：FSC）、90 度方向には細胞の内部
構造の複雑さを反映する側方散乱光（side scatter：SSC）が検出される。本研
究では、フローサイトメーターは FACS Calibur（BD Biosciences）を用いて解
析を行った。蛍光は励起光として 488 nm の空冷アルゴンレーザーが使われ、
FL1（530±15 nm）、FL2（585±21 nm）、FL3（670 nm 以上）の検出器によ
り 3 種類（色）の蛍光を検出することができる。例えば、緑の蛍光色素としてよ
く用いられる FITC（fluorecein isotiocyanate）は蛍光波長が 530 nm なので
FL1 により、DNA 量を検出する際に用いられる PI（propidium iodide）は蛍光
波長が 617 nm なので FL2 で（または FL3 でも）検出できる。検出器で測定さ
れたデータはノイズも含んでいるため、解析の際は不必要な死細胞やデブリな
どを除く必要がある。この作業はゲーティングと呼ばれ、目的とする細胞集団に
絞り込んで解析できる。ゲーティング後は、例えばある蛍光の強度を測定する際、
横軸を蛍光強度、縦軸を細胞数頻度としてヒストグラムを作成し、蛍光強度の平
均値などをもって解析する。注意すべき点として、フローサイトメーターで得ら
れる蛍光強度のデータは相対値で得られる。それぞれの得られた測定値は、ネガ
ティブコントロールなどで規格化して解析する必要がある。 
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2.4.2 DNA 二本鎖切断修復 
 
2.4.2.1 DNA 二本鎖切断検出 
 
 細胞に対する深刻な損傷である DNA 二本鎖切断（DSB）の検出方法は、これ
まで多大な進歩を遂げてきた。一般的に DSB の検出方法としては、アガロース
ゲル電気泳動による DNA 断片の検出やコメットアッセイを用いる方法と、蛍光
顕微鏡によって細胞核中のDSBを指標とする分子を間接的に観察する方法など
が挙げられる。前者は、DSB によって切断された DNA をアガロースゲル中で
通電することで、DNA がゲルの網目構造をくぐり抜け移動した距離の違いで切
断頻度を定量する方法である。後者は、例として細胞内で DSB が形成された際
の応答として、ヒストンタンパクの一つである H2AX のリン酸化現象を利用す
る方法がある。このリン酸化ヒストン H2AX は γH2AX と呼ばれ、DSB 箇所の
周辺に局在する。蛍光抗体で γH2AX を免疫染色すると、細胞核内でフォーカス
と呼ばれるドットが形成され、DSB 箇所を可視化できる。しかし、それぞれの
方法で改良する余地は多くある。放射線による DSB の検出において前者は、照
射する線量として数十から数百 Gy もの線量が必要である上、手法が煩雑といっ
た欠点が挙げられる。後者は、照射する線量は 1 Gy 程度で多数のフォーカスが
観察され感度も良好であるが、目視によってフォーカスの輝度を見分けること
は容易でないことや、データ取得にも多くの時間を要する。 
 本研究では、γH2AX を DSB の指標としてフローサイトメーターを使用した
高速で高精度な DSB 定量方法を採用した。フローサイトメーターによる DSB
検出の試みは、これまでにもいくつも報告はあるが、測定感度に課題があり検出
法の選択の障害となっていた 36-38。A. Muslimovic らは、フローサイトメーター
により高感度で効率的に γH2AX の蛍光強度データを取得するため、様々な試行
により最適な測定手法を提案した 39。これにより多くの高精度データを短時間
で取得できるようになった。 
 
2.4.2.2 実験手法 
 
 放射線照射された細胞の表面を PBS で洗浄後、トリプシンを 5 分間処理して
細胞を剥がした。（以下は全て 4℃条件または氷上で行う。）冷 PBS でよくピペ
ッティングして細胞を単離回収し、再度冷 PBS で洗浄、懸濁させた。200 µL の
FITC が結合した anti-γH2AX マウスモノクローナル抗体（Millipore）を混合し
た Block-9 染色バッファー（1 g/L BSA、8% (vol/vol) mouse serum、0.1 g/L 
RNAse、10 mM NaF、1 mM Na2MoO4、1 mM NaVO3、0.25 g/L herring sperm 
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DNA、0.1% Triton X-100、5 mM EDTA、0.05% (wt/vol) NaN3）に、細胞懸濁
液を 200 µL（約 1～2×105個の細胞に調整）混合し、ボルテックスで穏やかに
撹拌した。サンプルは、冷蔵庫（4℃）で 12 時間以上（24 時間程度まで）保存
して免疫染色した。染色後、suspension buffer（0.1% BSA）を 400 µL 加え、
セルストレーナーでフィルトレーションした溶液をフローサイトメーター
FACS Calibur（BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA）で測定した。FITC
の蛍光は FL1 で検出した。解析は Flow Logic（Mentone Victoria, AUSTRALIA）
を用いて行い、FSC/SSC の展開データをもとにゲーティング後、FL1 による蛍
光強度の平均値をもって γH2AX を定量した。 
DSB 修復の経時挙動を調べるため、放射線照射後 1, 4, 24 時間後の細胞を測
定した（図 2-1）。規格化には、各時間における未照射細胞（ネガディブコント
ロール）の測定値を用いた。照射した線量は X 線、炭素線ともに 4 Gy を用い
た。 
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2.4.3 細胞周期と Sub-G1 期 
 
2.4.3.1 細胞周期解析 
 
 細胞は基本的に、間期である G1 期（Gap 1）、DNA の複製が行われる S 期
（Synthesis）、G2 期（Gap 2）を経て、細胞分裂が行われる M 期（Mitosis）
へと 1 サイクル（細胞周期）を繰り返す。細胞は放射線照射されると、損傷に伴
い細胞分裂の遅延などが観察される。これは細胞分裂において、遺伝情報を分裂
した細胞に正確に伝えるための監視（チェック）機構が各周期に備わっているた
めに起こる現象であり、細胞周期チェックポイントと呼ばれる。各周期や周期間
にある G1/S 期チェックポイント、S 期チェックポイント、G2/M 期チェックポ
イント、M 期チェックポイントなどがよく解析されており、放射線照射された
際は、G2 期で細胞周期停止がよく観察される。 
 細胞周期は、放射線影響を調べる上でも重要な要素であり、解析では細胞中の
DNA 含量に着目する。各細胞周期における DNA 含量は異なり、G1 期の相対
DNA 量を 1 とすると、S 期で複製され 1 から 2 へと増加し、G2 期では 2 のま
ま M 期に移行し、M 期から細胞分裂により G1 期に移行すると 1 に戻る。この
原理から DNA を蛍光色素で染色し、フローサイトメーターで測定・解析して細
胞周期の分布を調べられる。DNA 染色には DNA と結合する蛍光色素としては、
PI（propidium iodide、蛍光 617 nm）、7AAD（7-Amino-Actinomycin D：蛍光
647 nm）、Hoechst 33342（蛍光 483 nm）などが挙げられ、多重染色（細胞周
期以外の影響と同時に観測する）など用途に応じて使い分けられる。 
 
2.4.3.2 Sub-G1 期解析 
 
 細胞死の種類にアポトーシスやネクローシスなどが挙げられる。アポトーシ
スは、細胞が計画的に自殺する特徴からプログラム細胞死とも呼ばれ、能動的に
起こる細胞死である。アポトーシスが開始されると、細胞膜構造の変化に始まり、
細胞の縮小やクロマチンの凝縮、核の断片化（DNA の断片化）が起こり、最終
的にアポトーシス小体が形成され細胞死が誘導される。一方、ネクローシスは壊
死とも呼ばれ、障害に対して受動的に起こる細胞死で、ミトコンドリアなどの細
胞小器官の膨潤や細胞膜の破たんが起こり、細胞内容物の流出を引きおこす。そ
れぞれの細胞死が誘導される機構は異なるが、細胞周期解析においてアポトー
シスの後期やネクローシスを起こした細胞は、DNA 含量が G1 期の分布よりも
低い位置に集団として観測される。このような分布は sub-G1 期と呼ばれ、簡便
な細胞死の評価方法として用いられる 40。 
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2.4.3.3 実験手法 
 
 培養容器中の細胞を浮遊細胞も含め全て回収するため、放射線照射された細
胞が含まれる培地や洗浄に用いた PBS を全て回収した。トリプシン処理をして
細胞を剥がし、回収した溶液（培地や PBS）を混合し、冷 PBS で 2 度洗浄し
た。細胞を 2 mL の冷 PBS で懸濁させ、ボルテックスで撹拌しながら 5 mL の
冷エタノールを少しずつ加え、ゆるやかに固定した。最終的なエタノール濃度は
約 70%とした。固定した細胞はフローサイトメーターで測定するまでの間‐
20℃の冷凍庫で保存した。 
 固定細胞を冷 PBS で 3 度洗浄して、0.5～1 mL の冷 PBS で懸濁させる。そ
の後、RNA による非特異なシグナルを除去するため RNase を最終濃度が 1 
mg/mL の濃度となるよう混合し、5 分間反応させて RNA を分解した。DNA の
蛍光染色には PI を最終濃度が 50 µg/mL になるように混合し、30 分間反応させ
た。セルストレーナーでフィルトレーションした溶液をフローサイトメーター
FACS Calibur で測定した。PI の蛍光は FL3 で検出した。解析は Flow Logic を
用いて行い、FSC/SSC の展開データをもとにゲーティング後、ヒストグラムか
ら各細胞周期と sub-G1 期の割合を算出した。 
細胞固定は放射線照射 1, 2, 3 日後に行った（図 2-1）。照射した線量として X
線、炭素線ともに 4 Gy を用いた。 
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2.4.4 細胞老化 
 
2.4.4.1 細胞老化解析 
 
 正常な細胞は通常分裂を繰り返して増殖していくが、1961 年にレオナルド・
ヘイフリックらによって細胞分裂回数に限界があることが発見された。分裂回
数が限界に達した細胞はそれ以上の分裂、増殖が不可逆的にできなくなり、形態
的にも細胞の巨大化などが観察される。そのような状態は細胞老化と呼ばれ、一
説には正常な細胞ががん化するのを防ぐ生体の防御機構のひとつだと考えられ
ているが、未だ不明な点が多い。一方で、がん細胞は半永久的に細胞分裂を繰り
返す。この原因の一つにテロメアと呼ばれる細胞老化に関わる染色体の末端に
ある DNA 配列の修復が関わっていることもわかってきた。これまでがん細胞の
細胞老化は注目されてこなかったが、最近になってがん細胞も放射線などの作
用により細胞老化様の増殖停止を起こすことが報告され 41、がん抑制の一つの
手段として注目されるようになった。そこで本研究では、がんの細胞老化促進の
細胞死に対する寄与を調べた。 
 老化細胞は、特異的に細胞老化関連 β ガラクトシダーゼ（senescence-
associated β-galactosidase：SA-βGal）の活性が認められる。現在、SA-βGal は
老化細胞の検出に広く用いられている生化学マーカーであり、この活性を測定
することで、細胞老化の程度を調べることができる。測定には、SA-βGal に基質
として X-gal（5-Bromo-4-chloro-3-indolyl β-D-galactopyranoside）を反応させ
て染色する方法が一般的であり、X-gal は加水分解を起こし青色を呈する。青色
の細胞を SA-βGal ポジティブな老化細胞として、顕微鏡でカウントできる。し
かし、基本的には目視の比色法による観察であるため、青色の判定基準の設定が
曖昧であることや、観察に時間を要することが課題として挙げられる。そこで、
本研究では F. Debacq-Chainiaux らにより確立されたフローサイトメーターを
用いて測定する手法を採用した 42。SA-βGal に基質として C12FDG（5-
Dodecanoylaminofluorescein Di-β-D-Galactopyranoside）を反応させると、波
長が緑色の領域の蛍光を発する物質が生成される。この蛍光強度を測定するこ
とで、細胞老化促進の程度を高速、高分解度で調べることができる。 
 
2.4.4.2 実験手法 
 
 放射線照射された細胞に対し、DMSO で 20 µM の濃度に調整した C12FDG
（Setareh Biotech, Eugene, OR, USA）混合培地と交換し、インキュベーター
にて 2 時間反応させた。その後、2 度 PBS で表面を洗浄し、トリプシン処理を
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行い、冷 PBS で洗浄、懸濁させた。セルストレーナーでフィルトレーションし
た溶液をフローサイトメーターFACS Calibur で測定した。反応による生成物の
蛍光は FL1 で検出した。解析は Flow Logic を用いて行った。横軸を FSC、縦
軸を FL1 とした展開データにおいて、未照射の対照群データを参考に、縦軸に
対して SA-βGal ポジティブとネガティブの領域の境界をゲーティング設定した。
その境界をもとに SA-βGal ポジティブ細胞の割合を定量した。 
細胞染色は放射線照射 3 日後（72 時間後）に行った（図 2-1）。照射した線量
として X 線、炭素線ともに 4 Gy を用いた。 
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2.5 ウエスタンブロッティング 
 
2.5.1 原理 
 
 放射線による様々な影響を分子レベルで詳細に調べる上で、タンパク質の挙
動を調べることは重要である。ウエスタンブロッティングは、電気泳動により分
離したタンパク質を抗体反応により特異的に検出する方法で、1979 年に発表さ
れてからタンパク質の検出において最も広く用いられている手法である。通常
タンパク質検出は主に、タンパク質の抽出・精製、SDS-PAGE によるタンパク
質の分離、ウエスタンブロッティングのステップに分けられる。 
 
タンパク質の抽出・精製 
標的タンパク質の局在にもよるが、細胞を界面活性剤などで可溶化して溶解
し、タンパク質を定量後、タンパク質分解酵素の不活性化（プロテアーゼ阻害）
を目的に、抽出タンパク質を薬剤や温度により変性させ安定化を図る。 
 
SDS-PAGE によるタンパク質の分離 
 タンパク質はゲル中で電気泳動させることで、ゲルの網目構造による分子ふ
るい効果により分離でき、分子量が小さいタンパク質ほど移動度が大きい。移動
速度はタンパク質の高次構造や電荷の影響も受けるため、そのような影響を排
除できる SDS（sodium dodecyl sulfate）を用いて電気泳動を行う。ゲルは、低
分子のタンパク質の分離に適しているポリアクリルアミドゲル（Poly-
Acrylamide Gel Electrophoresis：PAGE）が用いられる。これらの組み合わせ
による電気泳動法から SDS-PAGE と呼ばれる。 
 
ウエスタンブロッティング 
 SDS-PAGE によって分離されたタンパク質を抗体反応により検出するため、
まずタンパク質が結合しやすい PVDF（polyvinylidene difluoride）やニトロセ
ルロースなどのメンブレンに、タンパク質が転写（ブロッティング）により移さ
れる。ゲルのままでは、タンパク質がゲル中で拡散したり、抗体がゲル中に浸透
し難いためである。メンブレンに固定されたタンパク質は、間接法という方法で
検出される。間接法では、まずタンパク質と特異的に結合する一次抗体を反応さ
せ、その後酵素や蛍光により標識された一次抗体と特異的に結合する二次抗体
を反応させる。標識された抗体の検出について、化学発光の場合は X 線フィル
ムへの露光検出などが用いられる。 
 以上のステップを経ることで標的のタンパク質を特異的に検出できる。 
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2.5.2 実験手法 
 
サンプル作製 
 放射線照射された細胞を氷上で急冷して、冷 PBS で細胞表面を 2 度洗浄した。
T25 フラスコに対し、RIPA バッファーを 200 µL 加え、セルスクレーパーで細
胞を回収した。（次のステップまで、‐80℃で保存可能）時々ボルテックスで撹
拌しながら 20 分間氷上で可溶化させ、15,000 rpm で遠心して上清をタンパク
溶液として回収した。タンパク質定量は BCA タンパク質アッセイキット
（Thermo Fisher Scientific）を用いて、プレートリーダーにより測定した。定
量後、タンパク溶液とサンプルバッファーを混合して、95℃で 5 分間煮沸した
ものをサンプルとした。 
 
SDS-PAGE 
 アクリルアミドの濃度が 4–15%のグラジエントゲル（ミニプロティアン® 
TGX™ プレキャストゲル）を用いて、5～10 µg のタンパク質を SDS-PAGE に
より分離した。電気泳動の条件は定電流 20 mA で行った。 
 
ウエスタンブロッティング 
 SDS-PAGE 後のゲルは、転写バッファーで 5 分間振とう×2 回行って平衡化
した。ゲル中のタンパク質をメタノールで平衡化した PVDF メンブレンに転写
した。転写は、低電圧 40 V、4℃、オーバーナイト（15 時間程度）の条件で行
った。転写後のメンブレンはブロッキングバッファ （ーiBlockTM）で 1 時間振と
うした（室温条件）。その後、1 次抗体を 4℃、オーバーナイトの条件で振とうし
た。TBS-T で 10 分間振とう×3 回行い、2 次抗体（AP 標識, Sigma-Aldrich）
で 1 時間振とうした（室温条件）。TBS-T で 10 分間振とう×3 回行った後、ア
ルカリ性溶液で 5 分間振とう×2 回行い、ALP 染色液（CDP StarTM, Sigma-
Aldrich）でメンブレンを染色し、ラップに挟んだ。LAS-4000（GE ヘルスケア・
ジャパン株式会社）を用いて化学発光によりタンパク質を検出した。本研究で用
い た 1 次 抗 体 （ anti-p21, anti-GAPDH, anti-p16, anti-phospho DNA-
PKcs(S2056)）は全て Cell Signaling Technology から購入した。 
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2.6 データ解析 
 
全てのデータにおいて統計解析は、GraphPad Prism 6（GraphPad, La Jolla, 
CA, USA）を用いて行った。データの平均値の比較は t 検定を用いて行い、P 値
が 0.05 未満のとき（p < 0.05）、統計的有意差があるとみなした。各実験は少な
くとも 2 回以上行い、グラフ中のデータ値は平均値±SD（standard deviation）
で表した。 
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図 2-1 主な実験工程 
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第 3 章 低濃度 DNA-PK 阻害剤と放射線の併用効果 
 
3.1 背景と目的 
 
 1.2.3 で述べたように、DNA-PKcs は DSB 修復における NHEJ 経路で主に働
くと考えられていたが、遺伝子を抑制した細胞においては、DSB 修復阻害を起
こさない DSB 修復非依存的な放射線増感が示唆された 20。DNA-PKcs のタン
パク質合成を部分的に抑制しても、修復に必要なだけの DNA-PKcs が合成され、
DSB 箇所に集まることで通常通りの修復が行われると考えられる。一方で、タ
ンパク質の機能を抑制する手段としては、遺伝子ノックダウン以外にも阻害剤
によるタンパク機能の抑制方法が挙げられる。これまでの研究では、阻害剤の濃
度に関する詳細な検討は行われてこなかった。 
そこで本章では、特異的な DNA-PK 阻害剤 NU7441 を用い 18、放射線増感の
濃度依存性を調べることを目的とした。特に低濃度領域で放射線と併用するこ
とで、遺伝子ノックダウンによる放射線増感と同様に DNA-PK の働きが部分的
に抑えられ、DNA 修復に依存しない放射線増感が誘導されるという仮説を立て、
その検証を行った。臨床の状況を想定すると、低濃度薬剤効果の知見は正常組織
への副作用低減の面で有用と考えられ、正常細胞に対する薬剤毒性も合わせて
議論する。 
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3.2 実験結果 
 
3.2.1 低濃度 NU7441 と X 線併用による放射線増感効果 
 
 ヒト肺由来正常線維芽細胞 HFL1 細胞とヒト肺がん細胞 A549、H1299 細胞
に対して、NU7441 の細胞生存率をコロニー形成試験により調べた。HFL1 細
胞において、NU7441 濃度 0.3, 1, 3 µM に対する細胞生存率は、濃度依存的に
低くなった（図 3-1）。対照群（Control）と比較して、0.3 µM は統計的に有意な
細胞毒性を示さなかった。A549、H1299 細胞において、NU7441 濃度 0.03, 0.3, 
3 µM に対する細胞生存率は、正常細胞同様に濃度依存的に低くなり、0.3 µM 以
下は細胞毒性を示さなかった（図 3-2）。このことから 0.3 µM 以下の NU7441
を正常、がんの両細胞に対して毒性を示さない無毒性濃度とした。 
NU7441 と X 線の併用効果における NU7441 の濃度依存性を調べるため、
A549、H1299 細胞に対してコロニー形成試験により評価した。X 線照射 4 Gy
と NU7441（0.03～3 µM）との併用効果を調べた（図 3-3、3-4）。両細胞におい
て全濃度で Control と比べ統計的有意に細胞生存率が低下し、濃度依存性も見
られた。このことから無毒性濃度（0.3 µM 以下）の NU7441 でも、放射線増感
効果が見られた。NU7441（0.3 µM）の併用効果を生存率曲線で表した（図 3-
5、3-6）。X 線照射の全線量（2, 4, 6 Gy）で、単独照射群よりも NU7441 併用
群の方が、有意に細胞生存率が低くなり、放射線増感効果が見られた。増感剤の
効果の指標である増感比（sensitization enhancement ratio：SER）は以下の式
3.1 で表す。 
 
 (10) = (放射線単独照射群)
増感剤併用群
 (3.1) 
 
ここで、D10（Gy）は細胞生存率を 10%にする放射線照射された線量である。そ
れぞれの生存率曲線を LQ モデルで近似した。A549、H1299 細胞における X 線
単独照射群の D10 値は 7.07、6.79 Gy、NU7441 併用群の D10 値は 4.00、3.50 
Gy と算出された。したがって A549、H1299 細胞における NU7441（0.3 µM）
による SER（10）はそれぞれ 1.77、1.94 と算出され、H1299 細胞における SER
の方が高いことがわかった。p53 遺伝子の関連を調べるため、正常な p53 遺伝
子を導入した p53 野生型（p53 wt）H1299 細胞に対して、X 線 4 Gy と NU7441
（0.3 µM）の併用効果をコロニー形成試験により調べた（図 3-7）。Control 群
では、p53 野生型（p53 wt）H1299 細胞の方が p53 欠損型（p53 null）H1299
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細胞よりも放射線感受性は高くなった。一方で NU7441 併用群では、p53 欠損
型（p53 null）H1299 細胞の方が細胞生存率は低くなった。 
 
3.2.2 NU7441 による DSB 修復阻害効果 
 
 NU7441 の DSB 修復阻害効果を調べるため、A549、H1299 細胞における X
線照射後の DSB レベルを、γH2AX を指標としてフローサイトメーターにより
測定した。X 線 4 Gy 照射 24 時間後において、DSB レベルの NU7441 濃度依
存性を調べた（図 3-8、3-9）。A549 細胞では 1, 3 µM、H1299 細胞では 3 µM で
Control（単独照射）群と比較して DSB レベルが有意に高くなり、長期的な DSB
修復阻害を引き起こした。一方で、両細胞とも 0.3 µM 以下では、DSB レベル
は Control 群との有意差はなく、DSB 修復阻害は見られなかった。 
 DSB レベルの時間挙動を調べた。X 線 4 Gy 照射 1, 4, 24 時間後の DSB レベ
ルを Control, 0.3, 3 µM で比較した（図 3-10、3-11）。Control 群は、照射 1 時
間後（初期損傷）から 24 時間後まで時間経過とともに DSB レベルが低下し、
修復の様子が確認できた。照射 1 時間後においては、0.3, 3 µM はともに Control
群と同等レベルであった。24 時間後までは、3 µM では時間経過とともに修復阻
害効果が見られたが、0.3 µM ではそのような効果は見られなかった。 
 DNA-PKcs 遺伝子について、N 末端から 2056 番目のセリン残基がリン酸化
されたリン酸化 DNA-PKcs（DNA-PKcs（S-2056））タンパクへの影響を調べた。
ウエスタンブロッティングにより X 線 4 Gy 照射 1 時間後の発現量を測定した
ところ、NU7441 の濃度依存的に DNA-PKcs（S-2056）の発現量が減少した（図
3-12）。 
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図 3-1 NU7441 による肺がん細胞（A549、H1299）の細胞生存率 
 
 
 
 
図 3-2  NU7441 によるヒト肺由来正常細胞（HFL1）の細胞生存率 
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図 3-3  X 線（4 Gy）と NU7441 の併用による A549 細胞の細胞生存率 
 
 
 
図 3-4  X 線（4 Gy）と NU7441 の併用による H1299 細胞の細胞生存率 
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図 3-5 X 線と低濃度 NU7441（0.3 µM）の併用による 
A549 細胞の生存率曲線 
 
 
図 3-6  X 線と低濃度 NU7441（0.3 µM）の併用による 
H1299 細胞の生存率曲線 
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図 3-7 X 線（4 Gy）と低濃度 NU7441（0.3 µM）併用による p53 遺伝子 
欠損型と野生型 H1299 細胞の細胞生存率 
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図 3-8  NU7441 併用に対する X 線（4 Gy）照射 24 時間後の 
A549 細胞における γH2AX レベル 
 
 
 
図 3-9  NU7441 併用に対する X 線（4 Gy）照射 24 時間後の 
H1299 細胞における γH2AX レベル 
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図 3-10 NU7441 併用に対する X 線（4 Gy）照射後の A549 細胞 
における γH2AX レベルの時間挙動 
 
 
 
図 3-11  NU7441 併用に対する X 線（4 Gy）照射後の H1299 細胞 
における γH2AX レベルの時間挙動 
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図 3-12 NU7441 併用に対する X 線（4 Gy）照射 1 時間後のリン酸化 
DNA-PKcs（S2056）タンパクの発現解析 
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3.3 考察 
 
 DNA-PK 阻害剤 NU7441 と放射線の併用効果における濃度依存性を評価し
た。細胞生存率の観点から正常細胞、がん細胞ともに毒性を示さなかった 0.3 µM
の NU7441 は X 線との併用で有意な放射線増感効果を示した。これまで
NU7441 の放射線増感に関する基礎研究は多数報告されているが、用いられて
いる濃度は 1～10 µM と本研究での無毒性濃度の 3～30 倍程度であり、正常細
胞に対する毒性影響は考慮されていない 18,43-45。Zhao. Y らの報告では、ヒト腫
瘍移植モデルのマウスに 10 mg/kg の NU7441 を腹腔内注射により導入後、
NU7441 の腫瘍への取り込み量の時間挙動は、30 分後に 5 µM 前後で最大とな
り、そこから急速に落ち込み 1 時間後にはほとんどが排出されてしまう 18。DSB
誘導剤である etoposide との併用効果も細胞実験ほどの有意な増感効果は確認
されなかった。また他の DNA-PK 阻害剤の動物試験報告も含め阻害剤単独によ
る腫瘍抑制との相加効果の枠を出ない結果も多い 46,47。原因として、DNA-PK
阻害剤の滞留性の低さにより増感効果を得るための時間が限定的であることが
挙げられる。腫瘍内の滞留性を高めるため、短時間ごとの投与回数を増加して、
腫瘍内の濃度を持続的に保持する必要があると考えられる。一方で、10 mg/kg
の NU7441 投与ではマウスの体重もほとんど落ちず、動物への毒性は低い。本
研究で見出した低濃度による増感効果からは、投与量を 1/10 程度まで抑えて腫
瘍への最大取り込み量を 0.5 µM 前後まで低くしても効果が期待できるため、投
与回数の増加も可能と考えられる。 
 興味深いことに、増感効果の指標である SER は、p53 遺伝子に異常を持って
いる細胞の方が高い傾向にあった。一般的に、p53 が正常な細胞は放射線に感受
性であり、異常な細胞は抵抗性を示す 4。通常の放射線治療では、p53 に異常な
がん細胞に対する放射線抵抗性だけでなく、正常な p53 を有する正常細胞に対
する耐用線量も深刻な問題となり得る。一方で、NU7441 を併用する場合、正常
細胞に対する増感効果も考慮しなければならないが、上記の結果からは p53 に
異常があるがん細胞の方でより高い増感効果が期待できる。これらの知見は臨
床面でも生かせると考えられる。 
 また、NU7441 による DSB 修復阻害効果の濃度依存性を評価した。3 µM と
濃度が高い場合は、有意に DSB 修復阻害が引き起こされたが、無毒性濃度（0.3 
µM 以下）ではそのような効果が見られず、DNA 修復に依存しない放射線増感
が見られた。DNA-PK 阻害剤による放射線増感は、NHEJ 経路による DSB 修
復を阻害することで、修復がうまくいかず細胞死が誘導されると考えるのが通
説であった 48,49。これまでにも、本研究同様 γH2AX を指標とする DSB 修復挙
動については数多く報告があるが 50-52、低濃度併用に関する報告はなかった。こ
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れにより、DNA-PKcs の siRNA ノックダウンによる放射線増感機構と同様に、
低濃度 DNA-PK 阻害剤と X 線との併用は、DSB 修復阻害に依存しない放射線
増感機構により細胞死が誘導されることが示唆された。NU7441 は、NHEJ 経
路で働くリン酸化 DNA-PKcs タンパク（DNA-PKcs（S-2056））の発現を抑制
することが知られている 53。本研究では、低濃度 NU7441（0.3 µM）でも DNA-
PKcs（S-2056）の発現は抑制された。10 倍の濃度の 3 µM においても全ての発
現は抑えられていなかった。仮説では、一部でも修復タンパクが残存していれば、
通常通りの DSB 修復が行われると考えていた。そのため 3 µM の濃度でも放射
線単独照射と同様な DSB 修復が行われると考えられるが、DSB 修復の解析結
果からは 1 µM 前後と 3 µM よりも低い濃度で DSB 修復阻害が観察されはじめ
た。DSB 修復阻害の程度も、濃度依存的に 1 µM よりも 3 µM の方が阻害効果
は高いことから、あるしきい点を境に濃度が高くなると、修復が通常通りに行え
なくなることが示唆された。1 µM 前後で修復阻害が起こり始めることから、そ
の濃度域に修復阻害を引き起こすしきい点濃度が存在すると考えられる。 
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3.4 まとめ 
 
本章では、低濃度DNA-PK阻害剤と放射線の併用効果を調べることを目的に、
DNA-PK 阻害剤の併用効果の濃度依存性を調べた。そこで、正常細胞とがん細
胞に対し無毒性を示す濃度（0.3 µM）は、放射線増感効果を示すとともに、DSB
修復阻害を引き起こさないことを見出した（図 3-13）。本研究における濃度に関
する知見は、投与量や投与タイミングの最適化に有用であり、臨床応用へ向けた
戦略構築に貢献できると考えられる。 
 
 
 
 
図 3-13 第 3 章のまとめ図 
第 3 章では、低濃度 DNA-PK 阻害剤と低 LET 放射線の併用により DSB 修
復阻害に依存しない放射線増感経路の存在が見出された。 
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第 4 章 低濃度 DNA-PK 阻害剤による放射線増感のメカニズム 
 
4.1 背景と目的 
 
 第 3 章では、DNA-PK 阻害剤 NU7441 を低濃度で放射線と併用することで、
DSB 修復に依存しない放射線増感が引き起こされることを見出した。DNA-PK
タンパクは、阻害剤によりたとえ一部のタンパクの働きが抑制されても、ある一
定量だけ機能できる状態であれば、単独照射群における DNA 修復と同様に
DNA-PK が損傷箇所に不足することなく局在し通常通りの修復が行われること
が示唆された。これらの結果は、A. Gustafsson らによる遺伝子ノックダウンさ
れた細胞の実験系でも同様の現象が分子レベルで確認されており 20、これまで
のDNA-PK阻害による放射線増感機構とは異なる新たな分子機構探索の可能性
が本研究においても示された。しかし、DNA-PK の修復機能を一部抑制するこ
とによる放射線増感は、DSB 修復の挙動との関連しか報告されておらず、詳細
についてはわかっていない。 
 そこで、本章では低濃度 DNA-PK 阻害剤が DSB 修復に依存しない放射線増
感を引き起こすメカニズム解明を目的とした。第 3 章同様、低濃度 NU7441（0.3 
µM）と X 線の併用による放射線増感を様々な観点から調べ、さらには細胞死の
影響にまで言及した。特に 3.2.1 で示した p53 遺伝子のステータスによる放射
線増感効果の違いを詳細に調べることは、臨床応用へ向けてだけでなく学術的
な面においても意義がある。 
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4.2 実験結果 
 
4.2.1 低濃度 NU7441 と X 線併用の細胞周期に対する影響 
 
 低濃度 NU7441 と X 線併用による影響を、ヒト肺がん細胞 A549、H1299 細
胞に対して細胞増殖試験により調べた。NU7441（0.3 µM）と X 線照射（4 Gy）
の併用が細胞増殖に与える影響を、照射後 1 日ごとに 4 日間にわたって細胞数
をカウントしてモニタリングした（図 4-1、4-2）。3.2.1 の結果と同様、0.3 µM
の NU7441 は細胞数において Control 群との有意差は見られず、無毒性濃度で
あることが確認された。照射群では、X 線単独照射群よりも NU7441 併用群の
方が増殖抑制の程度が強く、両細胞で時間経過とともに細胞数の差が広がって
いく様子が見られた。細胞増殖抑制は、照射 1 日後から起こり始めた（図 4-3、
4-4）。単独照射群と NU7441 併用群を比較すると、p53 が野生型の A549 細胞
（p=0.068）よりも欠損型の H1299 細胞（p<0.001）の方が、NU7441 による増
殖抑制の程度が強かった。 
 細胞周期に対する影響を調べた。A549、H1299 細胞において、NU7441（0.3 
µM）と放射線照射（4 Gy）の併用に対する照射 24 時間後の細胞周期の分布を
表す（図 4-5、4-6）。無毒性 NU7441 は両細胞で Control 群と比べて細胞周期分
布に影響を与えなかった。放射線単独照射群でも、細胞周期分布は Control 群と
変わりなかった。一方で、NU7441 併用群は単独照射群と比べて G2/M 期の細
胞割合が顕著に増加していることが確認された。また、両細胞で S 期の割合が
減少していることも確認された。X 線単独照射と比べ NU7441 併用群の G2/M
期の細胞割合は、A549 細胞では約 20%から 40%に増加し、H1299 細胞では約
20%から 60%に増加し、H1299 細胞でより高い増加率で G2/M 期の細胞が見ら
れた。 
 
4.2.2 低濃度 NU7441 と X 線併用の細胞死に対する影響 
 
 低濃度 NU7441 と X 線併用による放射線増感における細胞死の形態や寄与を
調べるため、sub-G1 期解析と細胞老化解析を A549、H1299 細胞に対して行っ
た。NU7441（0.3 µM）と X 線照射（4 Gy）の併用の影響を調べた。照射後 1
日ごとに 3 日間にわたって sub-G1 期解析をフローサイトメーターにより測定
した（図 4-7、4-8）。両細胞において NU7441 は、sub-G1 期の細胞割合は増加
させなかった。照射群について、A549 細胞では、単独照射群や NU7441 併用群
のどちらにおいても sub-G1 期の細胞割合で大きな変化は見られなかった。一方
で H1299 細胞では、X 線による増加は大きくないが、NU7441 との併用で sub-
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G1 期の細胞割合が顕著に増加した。照射 1 日後から 2 日後にかけて上記割合は
最も増加し、約 10%から 30%まで増加した。その後 3 日目にかけての有意な増
加は見られなかった。 
 細胞老化がどの程度促進されるかについて、SA-βGal 陽性細胞の割合と重要
な細胞老化関連タンパク質である p21 タンパクの発現解析により調べた。照射
3 日後の SA-βGal 陽性細胞の割合をフローサイトメーターにより測定した（図
4-9、4-10）。無毒性の NU7441 は SA-βGal 陽性細胞の割合を増加させず、細胞
老化も引き起こさなかった。単独照射群は、A549、H1299 両細胞で Control 群
よりも SA-βGal 陽性細胞の割合は増加した。NU7441 併用群については、単独
照射群よりも増加傾向が見られ、増加率は H1299 細胞の方が高かった。また、
照射 3 日後の p21 の発現をウエスタンブロッティングにより解析した（図 4-
11）。A549 細胞では、Control（未照射）群に比べ、照射群で p21 の発現上昇が
見られ、さらに NU7441 の併用でより強い発現が見られた。一方で H1299 細胞
では、どの処理方法においても p21 の発現は見られなかった。 
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図 4-1 X 線（4 Gy）と低濃度 NU7441（0.3 µM）併用による 
A549 細胞の増殖曲線 
 
 
 
図 4-2  X 線（4 Gy）と低濃度 NU7441（0.3 µM）併用による 
H1299 細胞の増殖曲線 
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図 4-3  X 線（4 Gy）と低濃度 NU7441（0.3 µM）併用に対する 
照射 1 日後の A549 細胞の相対細胞数 
 
 
 
図 4-4  X 線（4 Gy）と低濃度 NU7441（0.3 µM）併用に対する 
照射 1 日後の H1299 細胞の相対細胞数 
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図 4-5 低濃度 NU7441（0.3 µM）併用に対する X 線（4 Gy）照射 
24 時間後の A549 細胞における細胞周期分布 
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図 4-6 低濃度 NU7441（0.3 µM）併用に対する X 線（4 Gy）照射 
24 時間後の H1299 細胞における細胞周期分布 
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図 4-7  低濃度 NU7441（0.3 µM）併用に対する X 線（4 Gy）照射後の 
A549 細胞における sub-G1 期細胞の割合の時間挙動 
 
 
 
図 4-8 低濃度 NU7441（0.3 µM）併用に対する X 線（4 Gy）照射後の 
H1299 細胞における sub-G1 期細胞の割合の時間挙動 
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図 4-9 低濃度 NU7441（0.3 µM）併用に対する X 線（4 Gy）照射 3 日後 
の A549 細胞における SA-βGal 陽性細胞の割合 
 
 
 
図 4-10 低濃度 NU7441（0.3 µM）併用に対する X 線（4 Gy）照射 3 日後 
の H1299 細胞における SA-βGal 陽性細胞の割合 
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図 4-11 低濃度 NU7441（0.3 µM）併用に対する X 線（4 Gy）照射 
3 日後の細胞老化関連 p21 タンパクの発現解析 
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4.3 考察 
 
 低濃度 DNA-PK 阻害剤 NU7441 による放射線増感のメカニズムを調べた。
低濃度 NU7441 と放射線を併用すると、細胞周期解析において G2/M 期の細胞
割合で顕著な増加が見られた。DNA-PK 阻害と放射線併用による G2/M 期細胞
の増加はこれまでにも多く報告があり 54-56、主に DNA 修復が不完全な細胞で、
G2/M 期のチェックポイント制御（G2/M 期アレスト）が引き起こされていると
考えられていた。しかし、本研究で見出した低濃度 DNA-PK 阻害剤による放射
線増感は、DNA 修復に関わらず見られ、G2/M 期アレストも確認されたことか
ら上述の機構で全て説明することはできない。また第 3 章では、低濃度 NU7441
併用により DNA-PKcs（S-2056）の抑制が見られたが、このリン酸化は細胞周
期に直接関与していることも報告されており 57、未だ知られていない DNA-PK
の新たな機能も予想される。これらのことから DNA-PK 阻害は一部分で、NHEJ
による DSB 修復に依存しない経路で、G2/M 期のチェックポイント制御に関わ
っていることが示唆された。特に興味深い点として、p53 遺伝子のステータスの
違いで比較した際、p53 欠損型の H1299 細胞の方が野生型の A549 細胞よりも
G2/M 期の細胞割合の増加率が高かった。p53 遺伝子は、役割の一つとして G1
期のチェックポイント制御に関わっており、p53 遺伝子が欠損した細胞では G1
期での細胞周期停止（G1 期アレスト）が起こらないことがわかっている 58。よ
って p53 野生型の A549 細胞では G1 期のチェックポイント制御が正常に働く
一方で、p53 欠損型の H1299 細胞では正常に働かない。そのため、DNA-PK 阻
害と放射線が併用された H1299 細胞では G1 期アレストが起こらず、G2/M 期
アレストによって G2/M 期の細胞割合の顕著な増加が見られたと考えられる。
また正常な p53 遺伝子が導入された H1299 細胞で、NU7441 併用による G2/M
期細胞の増加割合が p53 欠損型の細胞に比べて減少した（データ未掲載）こと
からも上記の p53 遺伝子に対する強い関連性が示唆された。 
細胞増殖において、NU7441 併用群は放射線照射 1 日後から増殖抑制を起こ
し、時間経過とともに単独照射群との差は広がっていった。この増殖抑制は、細
胞周期解析からも G2/M 期アレストが関わっており、その影響が放射線増感の
結果へとつながったと考えられる。また p53 のステータスに関しては、3.2.1 で
述べたように p53 欠損型の H1299 細胞は、p53 野生型の A549 細胞や正常な
p53 遺伝子が導入された H1299 細胞に比べて放射線増感効果は高かった。これ
らの結果は、上述した G2/M 期アレストの影響とも相関があった。以上より
DNA-PK 阻害による G2/M 期アレストは細胞死誘導にも大きく関わっているこ
とが示唆された。 
 細胞死の形態について、後期のアポトーシスやネクローシスが関わる sub-G1
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期や細胞周期の不可逆的停止を示す細胞老化の解析を行った。Sub-G1 期解析で、
p53 野生型の A549 細胞では、NU7441 と放射線の併用により sub-G1 期細胞の
増加は見られなかった。p53 遺伝子はアポトーシス誘導としての役割を有して
いるが、固形がんでは、アポトーシスによる細胞死の割合は低いことが知られて
いる 59。このことから、H1299 細胞における NU7441 併用による sub-G1 期細
胞の増加は、アポトーシスではなくネクローシス様の DNA 断片化により引き起
こされた現象と考えられる。特に H1299 細胞では、p53 欠損による G2/M 期細
胞の顕著な増加が見られたことより、長期の G2/M 期アレストとその後の直接
的な細胞死誘導が、ここで観測された DNA 断片化と関わっていると考えられる
60。細胞老化解析では、指標として SA-βGal 陽性細胞の割合をフローサイトメ
ーターを用いて測定した。従来の SA-βGal の解析は、X-gal 染色により顕微鏡
下で青色に呈色した細胞をカウントするのが一般的であった。その手法による
解析では、H1299 細胞は放射線照射による SA-βGal 陽性細胞はほとんど検出さ
れなかったが 41、本研究で用いた手法では H1299 細胞でも有意な SA-βGal 陽
性細胞の増加が確認され、フローサイトメーターによる手法が非常に高感度な
解析であることがわかった。本解析により、A549、H1299 両細胞において
NU7441 と放射線の併用群は、SA-βGal 陽性細胞の割合を増加させる傾向が見
られた。細胞老化誘導経路の一つとして p21 の発現量をウエスタンブロッティ
ング解析したところ 61、A549 細胞では細胞老化マーカーとの相関が確認された
が、H1299 細胞では p21 の発現が見られなかった。細胞老化経路に関して、p21
遺伝子は p53 遺伝子の下流に位置することから、H1299 細胞では発現が見られ
なかったと考えられる。別の経路としてよく解析されている p16 の発現解析も
行ったが 62,63、細胞老化誘導は見られなかった（データ未掲載）。このことから
放射線照射された H1299 細胞は、p21 や p16 による経路に関わらない細胞老化
を促進させ、NU7441 との併用でさらに顕著にその効果が加速されることが示
唆された。それらの機構の一つとして、細胞分裂期のスキップが挙げられる 64。
細胞分裂期のスキップは、細胞周期において G2 期から細胞の分裂が起こる M
期を飛び越して G1 期に移行して起こる細胞周期の停止であり、メカニズムなど
徐々にわかりつつある。またもう一つに、テロメアの機能障害が考えられる。テ
ロメアDNAの構造を保護しているDNA-PKが機能しないことで起こる現象で、
細胞老化に関わることも報告されている 65-67。テロメアと細胞分裂期のスキッ
プの関連性もあり 68、NU7441 併用による細胞老化は、これらの機構が関わっ
ている可能性が示唆された。 
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4.4 まとめ 
 
 本章では、低濃度 DNA-PK 阻害剤 NU7441 による放射線増感効果は、長期的
な G2/M 期アレストによる増殖停止が関わっていることが示唆された。この効
果は特に p53 遺伝子に異常がある細胞で顕著に見られた（図 4-12）。また、上記
の G2/M 期アレストは p53 の働きに依存しない sub-G1 期細胞の増加や細胞老
化を促進することも示唆された。メカニズムの詳細を理解するためにはさらな
る解析が必要であり、今後の発展が期待される。 
 
 
 
 
図 4-12 第 4 章のまとめ図 
第 4 章では、低濃度 DNA-PK 阻害剤による放射線増感は細胞周期チェックポ
イント制御が関わっていることが示唆された。 
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第 5 章 低濃度 DNA-PK 阻害剤と重粒子線の併用効果 
 
5.1 背景と目的 
 
 重粒子線をはじめとした高 LET 放射線は、X 線などの低 LET 放射線と比べ
て、単位長さあたりのエネルギー付与が高いという物理的特徴を有する。この特
徴により細胞内の DNA に複雑な損傷が形成され、がん細胞などに高い生物効果
を与えることから治療分野でも活躍している。一方で、1.3.3 で述べたように高
LET 放射線は DNA 損傷応答に影響を及ぼしており、低 LET 放射線のそれとは
異なることがわかってきた。特に本研究で着目している DNA-PK の機能が高
LET 放射線照射により抑制されることが報告されており 29、DNA 修復におい
ても DNA-PK が働く NHEJ 経路に影響を及ぼすことがわかっている。 
第3章では、DNA-PK阻害剤NU7441を低濃度で放射線と併用することで、
DNA修復に依存しない放射線増感が引き起こされることを示した。一方で、重
粒子線によりDNA-PKの機能が抑制されることから、上記の増感機構に影響を
及ぼすことが考えられる。そこで本章では、低濃度DNA-PK阻害剤と高LET放
射線との併用効果が低LET放射線との併用効果と比べ、どのように異なるか調
べることを目的とした。高LET放射線としては治療で利用されている炭素線を
用いた。 
炭素線はそれ自体で大きな治療効果が見込まれているため、放射線増感剤と
の併用の必要性は低いと考えられた。しかし最近では、一部のがんでは炭素線に
よる治療が既存の治療法（X 線等）と比べて優位性がないことも報告され 69、炭
素線に抵抗性を示すがんの存在も示唆されている。これらのことから炭素線に
おいても増感剤との併用効果を調べることは意義がある。 
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5.2 実験結果 
 
5.2.1 低濃度 NU7441 と炭素線併用による放射線増感効果 
 
 ヒト肺がん細胞 A549、H1299 細胞に対して、低濃度 NU7441（0.3 µM）と
炭素線（LET=50 keV/µm）との併用効果を DSB 修復解析とコロニー形成試験
により調べた。DSB レベルの時間挙動については 3.2.2 と同様に、炭素線 4 Gy
照射 1, 4, 24 時間後の DSB レベルを Control, 0.3, 3 µM で比較した。炭素線照
射による DSB レベルを X 線と比較した（図 5-1、5-2）。A549 細胞では、照射
後全時間帯において X 線よりも高い DSB レベルを維持していた。H1299 細胞
では、照射後時間が経過するとともに X 線との差が見られなくなった。NU7441
の濃度依存性を測定した（図 5-3、5-4）。両細胞とも 3 µM 併用群では、時間が
経過するとともに DSB レベルが Control と比べ高く維持され、DSB 修復阻害
が見られた。一方 0.3 µM 併用群では、一部 H1299 細胞で 24 時間後に修復阻害
が観測されたが、3.2.2 で見られた結果同様に修復阻害効果は小さい傾向が見ら
れた。 
 低濃度 NU7441 と炭素線併用効果をコロニー形成試験で測定し、X 線の結果
と比較した（図 5-5、5-6）。炭素線の感受性は、指標である生物学的効果比
（relative biological effectiveness：RBE）で評価した。RBE は以下の式 5.1 で
表す。 
 
 (10) = (基準放射線)
対象となる放射線
 (5.1) 
 
ここで、基準放射線には X 線を選択し、対象となる放射線は炭素線とした。そ
れぞれの生存率曲線を LQ モデルで近似して A549、H1299 細胞における基準
放射線 D10値は 7.07、6.79 Gy、対象となる放射線 D10値は 3.29、3.63 Gy と算
出された。したがって A549、H1299 細胞における RBE(10)は 2.15、1.87 と算
出され、A549 細胞における RBE の方が高かった。炭素線と NU7441 の併用効
果については、両細胞において有意な放射線増感効果が確認された。A549、
H1299 細胞における放射線単独照射群 D10 値は 3.29、3.63 Gy、増感剤併用群
D10値は 2.12、2.30 Gy と算出された。したがって増感比 SER(10)は 1.55、1.58
と算出され、わずかではあるが H1299 細胞における SER の方が高かった。こ
れらの結果は、3.2.1 の X 線との併用による A549、H1299 細胞における SER
値 1.77、1.94 よりもそれぞれで低くなった。 
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5.2.2 低濃度 NU7441 と炭素線併用の細胞周期に対する影響 
 
 低濃度 NU7441 と炭素線併用による影響を、A549、H1299 細胞に対して細
胞増殖試験により調べた。NU7441（0.3 µM）と炭素線照射（4 Gy）の併用が細
胞増殖に与える影響を、照射後 1 日ごとに 4 日間にわたって細胞数をカウント
してモニタリングし、X 線の結果と比較した（図 5-7、5-8）。炭素線単独照射群
は、両細胞において照射 1 日後では大きな増殖抑制は見られず、時間を追って
徐々に見られるようになった。X 線と比較すると A549 細胞の方は炭素線照射 2
日後から増殖抑制効果が大きくなり、H1299 細胞では 4 日後から増殖抑制が見
られ始めた。一方で NU7441 併用群では、X 線との併用同様に照射 1 日後から
細胞の増殖抑制が見られた。その後の増殖抑制効果は、炭素線併用群の方が X 線
併用群よりも大きく、細胞間では単独照射群同様に A549 細胞の方が、増殖抑制
が早く観測された。時間経過による増殖度合いの傾向として、炭素線は照射後後
期（数日後）から増殖の傾きが緩やかになり、NU7441 併用群は照射後初期（1
日後）の増殖抑制が起こってから以降は、増殖の傾きは単独照射群と同じレベル
にまで戻った。 
 細胞周期に対する影響を調べた。A549、H1299 細胞において、NU7441（0.3 
µM）と炭素線照射（4 Gy）の併用に対する照射 24 時間後の細胞周期の分布を
表し、X 線の結果と比較した（図 5-9、5-10）。炭素線単独照射群において、A549
細胞では、G2/M 期細胞の割合が高い頻度で見られた。一方で H1299 細胞では、
そのような頻度はあまり見られなかった。NU7441 と炭素線併用群では、両細
胞で X 線併用群と同様に長期的な G2/M 期アレストが観測され、X 線併用群よ
りも強かった。NU7441 併用による G2/M 期細胞の割合の増加率は、A549 細胞
では約 40%から 60%となり、H1299 細胞では約 20%から 80%となり、X 線併
用時と同様に H1299 細胞の方でより強調された。 
 
5.2.3 低濃度 NU7441 と炭素線併用の細胞死に対する影響 
 
 低濃度 NU7441 と炭素線併用による放射線増感における細胞死の形態や寄与
を調べるため、sub-G1 期解析と細胞老化解析を A549、H1299 細胞に対して行
った。NU7441（0.3 µM）と炭素線照射（4 Gy）の併用の影響を調べた。照射後
1 日ごとに 3 日間にわたって sub-G1 期解析をフローサイトメーターにより測定
して、X 線の結果と比較した（図 5-11、5-12）。炭素線単独照射群において、A549
細胞では sub-G1 期細胞の割合が照射後徐々に高くなり X 線照射群と比べて増
加傾向にあった。一方で、H1299 細胞では X 線単独照射群よりは増加傾向にあ
ったが、X 線と NU7441 の併用群よりは sub-G1 期細胞の割合は低くなった。
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炭素線と NU7441 の併用群は、全処理の中で sub-G1 期の細胞割合が最も高く
なった。NU7441 併用による sub-G1 期細胞の割合の増加率については、X 線併
用と同様に H1299 細胞でより顕著に見られた。これらの結果から、sub-G1 期
細胞の増加率について、A549 細胞は NU7441 併用よりも炭素線照射に対して
より感受性が高くなり、H1299 細胞は炭素線照射よりも NU7441 併用に対して
より感受性が高くなった。 
 細胞老化がどの程度促進されるかについて、SA-βGal 陽性細胞の割合と p21
タンパク質の発現解析により調べた。照射 3 日後の SA-βGal 陽性細胞の割合を
フローサイトメーターにより測定し、X 線の結果と比較した（図 5-13、5-14）。
炭素線単独照射群と NU7441 併用群ともに sub-G1 期解析の結果と同様に、
A549 細胞では炭素線に対して強く細胞老化促進が見られ、H1299 細胞では
NU7441 併用に対して強く細胞老化促進が見られた。NU7441 併用による SA-
βGal 陽性細胞の増加率も H1299 細胞の方が高かった。また、照射 3 日後の p21
の発現をウエスタンブロッティングにより調べた（図 5-15）。A549 細胞では、
発現量は SA-βGal 陽性細胞の割合とある程度の相関は見られたが、H1299 細胞
では、X 線の結果と同様にどの処理方法においても p21 の発現は見られなかっ
た。 
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図 5-1  X 線、炭素線（4 Gy）照射後の A549 細胞における 
γH2AX レベルの時間挙動 
 
 
 
図 5-2  X 線、炭素線（4 Gy）照射後の H1299 細胞における 
γH2AX レベルの時間挙動 
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図 5-3  NU7441 併用に対する炭素線（4 Gy）照射後の A549 細胞 
における γH2AX レベルの時間挙動 
 
 
 
図 5-4  NU7441 併用に対する炭素線（4 Gy）照射後の H1299 細胞 
における γH2AX レベルの時間挙動 
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図 5-5  炭素線と低濃度 NU7441（0.3 µM）の併用による 
A549 細胞の生存率曲線（X 線と比較） 
 
 
 
図 5-6  炭素線と低濃度 NU7441（0.3 µM）の併用による 
H1299 細胞の生存率曲線（X 線と比較） 
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図 5-7  炭素線（4 Gy）と低濃度 NU7441（0.3 µM）併用による 
A549 細胞の増殖曲線（X 線と比較） 
 
 
 
図 5-8 炭素線（4 Gy）と低濃度 NU7441（0.3 µM）併用による 
H1299 細胞の増殖曲線（X 線と比較） 
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図 5-9 低濃度 NU7441（0.3 µM）併用に対する炭素線（4 Gy）照射 
24 時間後の A549 細胞における細胞周期分布（X 線と比較） 
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図 5-10 低濃度 NU7441（0.3 µM）併用に対する炭素線（4 Gy）照射 
24 時間後の H1299 細胞における細胞周期分布（X 線と比較） 
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図 5-11 低濃度 NU7441（0.3 µM）併用に対する炭素線（4 Gy）照射後の 
A549 細胞における sub-G1 期細胞の割合の時間挙動（X 線と比較） 
 
 
 
図 5-12 低濃度 NU7441（0.3 µM）併用に対する炭素線（4 Gy）照射後の 
H1299 細胞における sub-G1 期細胞の割合の時間挙動（X 線と比較） 
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図 5-13 低濃度 NU7441（0.3 µM）併用に対する炭素線（4 Gy）照射 
3 日後の A549 細胞における SA-βGal 陽性細胞の割合（X 線と比較） 
 
 
 
図 5-14 低濃度 NU7441（0.3 µM）併用に対する炭素線（4 Gy）照射 
3 日後の H1299 細胞における SA-βGal 陽性細胞の割合（X 線と比較） 
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図 5-15 低濃度 NU7441（0.3 µM）併用に対する炭素線（4 Gy）照射 
3 日後の細胞老化関連 p21 タンパクの発現解析（X 線と比較） 
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5.3 考察 
 
 DNA-PK 阻害剤の放射線増感について、高 LET 放射線との併用効果に関す
る報告はあるが 70、低 LET 放射線との比較など詳細はほとんどわかっていない。
高 LET 放射線による損傷応答については、特に DNA 修復分野での議論が盛ん
であり低 LET 放射線とは異なることがわかってきた 14,24,29。一部では DNA-PK
タンパク複合体の働きを抑えることで、NHEJ 経路による修復が抑制されると
考えられている 30-32。最近我々のグループでも、DNA-PKcs 遺伝子が欠損した
CHO（Chinese hamster ovary）細胞株 V3 に対する放射線応答の LET 依存性
を調べたところ、LET が高くなるにつれ野生型 CHO 細胞と比較したときの感
受性が低下することを報告した 71。一方で本研究では、低濃度 DNA-PK 阻害剤
NU7441 は低 LET 放射線である X 線と併用することで、DSB 修復に依存しな
い経路による放射線増感が起こることを示した。そこで、これらの知見をもとに
炭素線と低濃度 NU7441 の併用効果を調べたところ、X 線併用と同様 DSB 修
復に依存しない放射線増感が見られた。増感効果の指標である SER は X 線併用
時よりも低くなった。1.3.3 で述べたように、高 LET 放射線により Ku タンパク
の機能が低下することが報告されている 32。つまり上記の結果は、放射線照射後
の細胞を生存させるいくつかの機構のうち、DNA-PK による機構が高 LET 放
射線により抑制されることで、相対的に X 線併用時よりも SER が低下したと考
えられる。一方で、本研究で用いた炭素線の LET（50 keV/µm）は、実際に治
療で用いられる拡大ブラッグピーク（spread out Bragg peak：SOBP）炭素線
における中心付近の平均 LET と同じ値を用いた 72。治療で用いる重粒子線でも
NU7441 併用による SER は約 1.6 と高い増感効果を示したことから、重粒子線
治療における放射線増感剤併用も期待される。 
 低濃度 NU7441 と炭素線併用による放射線増感は、X 線併用同様に DNA 修
復に依らない長期的なG2/M期アレストにより引き起こされることが示唆され、
p53 欠損型の H1299 細胞の方が増感効果は高くなった。また炭素線単独照射に
対する細胞の感受性は p53 遺伝子のステータスの違いによって左右され、p53
野生型の A549 細胞の方が高くなり、H1299 細胞は比較的抵抗性を示した。p53
欠損型の細胞に対する炭素線の感受性に関しては、p53 遺伝子のステータスに
関係なく感受性を示す報告がある 73 一方で、p53 欠損型は抵抗性を示す報告も
されており 74、議論が分かれるところである。本研究は、細胞増殖試験において
細胞増殖抑制が起こり始める時期や、sub-G1 期解析や細胞老化の結果からも、
p53 欠損型の H1299 細胞の方が炭素線に対して感受性が低いことを示した。こ
れらの全ての結果は細胞生存率曲線の結果とも相関があった。DSB 修復の結果
においても炭素線照射群は、A549 細胞では X 線照射群と比べ未修復の DSB が
70 
 
長期的に残存しているのに対し、H1299 細胞では X 線照射群と同様のレベルま
で修復されており、H1299 細胞が炭素線に抵抗性を示す要因となったと考えら
れる。p53 遺伝子のステータスと高 LET 放射線の応答の関係性に関しては、今
後の発展が期待されるが、p53 遺伝子のステータスは増感剤併用の選択におい
て重要な要素になると考えられる。 
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5.4 まとめ 
 
本章では、低濃度 DNA-PK 阻害剤が、高 LET 放射線照射された細胞に対し
て与える影響を調べることを目的に、低濃度 NU7441 と治療に用いられる LET
帯の炭素線（LET=50 keV/µm）の併用効果を調べた。X 線併用と同様に、低濃
度 NU7441（0.3 µM）は DNA 修復に依存しない G2/M 期アレストによる放射
線増感を引き起こすことが示唆された（図 5-16）。増感効果は X 線併用に比べ多
少低下したが、それでも一定の有意性を示し、重粒子線治療における増感剤の導
入が期待される。 
 
 
 
 
図 5-16 第 5 章のまとめ図 
第 5 章では、低濃度 DNA-PK 阻害剤と高 LET 放射線の併用により低 LET 放
射線との併用同様に、DSB 修復阻害に依存しない細胞周期チェックポイント制
御による放射線増感が見出された。 
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第 6 章 結論 
 
6.1 低濃度 DNA-PK 阻害剤による放射線増感 
 
 放射線増感剤として数多くの報告がある DNA-PK 阻害剤だが、これまで阻害
剤の濃度依存に関する知見、特に低濃度域に関しての知見はほとんどない。 
 第 3 章では、低濃度 DNA-PK 阻害剤 NU7441 と X 線の併用効果を調べたと
ころ、正常細胞やがん細胞に毒性を示さない濃度の NU7441（0.3 µM）でも放
射線増感効果が示されることを見出した。さらに、低濃度 NU7441 はリン酸化
DNA-PKcs タンパクの発現は抑制するものの、γH2AX を指標とした DSB 修復
阻害は引き起こさないことを示し、上記の増感機構は DSB 修復に依存しないこ
とが示唆された（図 6-1）。放射線増感剤について、治療効果の増強が望めるよ
うな投与量は正常組織に対する深刻な副作用を引き起こすことが多い。よって、
本研究で見出した濃度に関する知見は、臨床応用への足掛かりになると考えら
れる。 
 第 4 章では、低濃度 NU7441 による放射線増感機構の詳細を調べたところ、
長期的な G2/M 期アレストによる増殖抑制が観測され、細胞生存率の低下にも
寄与していることが示された（図 6-1）。これらの知見から、放射線照射された
細胞内における DNA-PK の働きを、低濃度 DNA-PK 阻害剤により全部ではな
く、一部分だけ抑制することで G2/M 期アレストを引き起こし、その結果とし
て細胞死が誘導されることが示唆された。DSB 修復において重要な役割を持つ
DNA-PK であるが、本研究の結果から新たな機能探索へと発展することを期待
したい。 
また興味深いことに、がん抑制遺伝子の一つである p53 遺伝子に異常がある
細胞の方が、NU7441 による放射線増感効果が高いことを見出した。原因の一
つとして、p53 遺伝子の異常による G1 期チェックポイント制御の機能障害が、
NU7441 による G2/M 期アレストの影響を強調させたと考えられ、DNA の断片
化による細胞死や細胞老化の結果とも相関があった。がん患者の半数のがん細
胞は p53 遺伝子に異常があり、放射線に対して抵抗性を示す傾向にあることか
ら、DNA-PK 阻害剤の併用が治療抵抗性の克服に貢献できるであろう。 
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6.2 重粒子線治療における DNA-PK 阻害剤の併用 
 
 高い治療成績を挙げている重粒子線治療であるが、DNA-PK 阻害剤との併用
効果についてはよくわかっていない。 
 第 5 章では、低濃度 DNA-PK 阻害剤 NU7441 と炭素線の併用効果を調べた。
低濃度 NU7441（0.3 µM）は、X 線併用と同様に炭素線との併用でも、DNA 修
復に依存しない長期的な G2/M 期アレストによる放射線増感を引き起こすこと
が示唆された（図 6-1）。X 線併用時と比べて増感比（SER）が低下したのは、
重粒子線照射により DNA-PK の活性が抑制されたためと考えられる。それでも
SER は約 1.6 もあることから、DNA-PK 阻害剤と重粒子線との併用は十分有用
な治療法になり得る。 
 また本研究では、p53 欠損型の H1299 細胞は、p53 野生型の A549 細胞より
も炭素線に対して放射線抵抗性を示した。しかし NU7441 との併用は、H1299
細胞の方でより高い感受性を示した。通常は、炭素線単独で高い治療効果をあげ
られると考えられていたが、炭素線に抵抗性を示す p53 に異常があるがん細胞
には、NU7441 の併用を考慮するなど p53 遺伝子のステータスが、効率的な治
療方法を選択する際の重要な要素になり得る。 
 
  
74 
 
6.3 今後の課題と展望 
 
 本研究では、DNA-PK 阻害剤を細胞に対して毒性が出ないような低濃度で X
線や重粒子線と併用しても、有意に放射線増感が起こることを示した。これまで
にも述べてきたように、多くの基礎研究の結果が臨床試験まで進まない原因の
一つとして開発された薬剤の毒性により、患者に対して深刻な副作用を示すこ
とが挙げられる。このことから本研究の結果は、濃度制御の点で臨床応用へ向け
大きなアドバンテージになると考えられ、臨床研究への移行が期待される。そこ
で次のステップとしては、細胞実験系（in vitro）から動物実験系（in vivo）へ
と移行していく必要がある。 
しかし一方で in vitro と in vivo では、がん細胞の置かれている環境は大きく
異なることがわかっている。in vivo で形成する腫瘍組織が持つ特徴の一つに、
enhanced permeability and retention effect（EPR 効果）がある 75。これは、
腫瘍組織は正常組織に比べ高分子などの血管透過性が高くなる現象であり、血
管構造の違いなどが起因となっている。近年では、この EPR 効果を利用した腫
瘍選択的な薬剤送達システム（ドラッグデリバリーシステム；DDS）の研究が
盛んになっている 76,77。特に第 3 章でも述べたが、DNA-PK 阻害剤が放射線増
感剤として高い効果を引き出すためには、放射線照射後の DNA-PK の阻害作用
を長く持続させる必要がある。放射線増感剤研究に関して、in vitro の報告では
ほとんどが相乗的な効果であるにも関わらず、in vivo では相加的な効果の枠を
出ていない報告が多いのも、上記が一因であると考えられる。 
以上のことから今後の展望としては、放射線増感研究をさらに発展させるた
め、DDS の導入による放射線増感剤の効果検証を進めていくことが挙げられる。
これにより、in vivo でも in vitro 同様に高い放射線増感効果が得られ、放射線
増感剤の臨床研究への大きな発展に貢献することが期待される。 
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図 6-1 低濃度 DNA-PK 阻害剤による放射線増感のまとめ図 
第 3、4 章では、低濃度 DNA-PK 阻害剤と低 LET 放射線併用による増感効果
とそのメカニズムを検証し、第 5 章では、高 LET 放射線との併用効果について
検証した。  
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 秘書の関口萌氏には、事務関係で大変お世話になりました。博士課程からは学
外での研究活動のため、研究室に出向く頻度も少なくなりましたが、事務処理で
的確にサポートしてくださり何度もピンチを救っていただきました。本当にあ
りがとうございました。 
 上坂研究室の学生にも感謝しております。M2 の金井英樹氏は修士課程を通し
て大変成長されたと思います。本研究の実験も手伝っていただきありがとうご
ざいました。M2 の于暠氏は研究テーマを変えられたのをきっかけに、実験など
も手伝っていただきました。博士課程に進まれても頑張ってください。 
その他の学生メンバーには、私が本郷に行く機会が減ったため様々ご迷惑も
おかけしましたが、研究室をうまく運営していただき、本郷に行った際もストレ
スなく過ごせました。感謝しております。東海キャンパスの先生方、スタッフの
方々には、東海出張の際に大変お世話になりましたこと御礼申し上げます。 
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また、本研究を進めるにあたり、上坂研究室以外の方々からも多大なるご支
援・ご協力を賜りました。 
量子科学技術研究開発機構・放射線医学総合研究所では、放射線障害治療研究
部の藤森亮博士、岡安隆一博士、安田武嗣博士、崔星博士、矢島浩彦博士、劉翠
華博士、平川博一氏、佐野理江氏、丸山二葉氏、方雅群氏、放射線影響研究部の
中島徹夫博士、人材育成センターの根井充博士、HIMAC のスタッフの方々には
大変お世話になりました。研究を円滑に進めるための環境を整備していただき、
学術論文を執筆するにあたっても親身になってご指導いただきました。大学と
同じくトップレベルで研究されていながら、大学とは異なる雰囲気を持った研
究所での活動は、今後研究を続けていく上でも非常に有意義な経験でした。深く
御礼申し上げます。 
アメリカはコロラド州立大学の加藤宝光准教授には、修士学生時代に留学先
として受けいれていただいて以来、公私にわたって数多くお世話になりました。
海外での研究活動はもちろんのこと研究室の学生とコミュニケーションをとる
ことで英語上達という面でも貴重な経験をさせていただきました。 
 
また本研究を進めるにあたり以下の援助をいただきました。 
日本学術振興会特別研究員（DC2）、科学研究費補助金（特別研究員奨励費 
15J9331）の援助をいただきました。また一部の研究は量子科学技術研究開発機
構・放射線医学総合研究所の HIMAC 共同利用研究課題により行われ、消耗品
等の援助もいただきました。感謝申し上げます。 
 
最後に、このように博士課程で熱意を持って研究活動を続けて来られたのは、
両親、兄弟、親族、友人の支えによるところが非常に大きかったです。心より感
謝しております。 
 
平成 29 年 2 月吉日 
砂田 成章 
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(3) 研究助成金等の採択状況 
1.   日仏交流促進事業（SAKURA プログラム）[日本学術振興会] 
研究題目：「ハドロン放射線治療による軟骨肉腫がん幹細胞の制御」（平成 28-29
年度） 
研究分担：分担（課題代表者：Guillaume Vares） 
助成金額：2,000,000 円（平成 28 年度：1,000,000 円、平成 29 年度：1,000,000
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研究分担：代表者 
助成金額：2,000,000 円 
 
